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3-2-2. in vivo ランダムビオチン標識法による赤血球寿命の測定 
3-2-3. qRT-PCR法によるヘム代謝酵素mRNAの発現量 






































6-2-4. 赤芽球コロニーアッセイ法による CFU-E数の計数 

























α-MEM α-Minimum Essential Medium 
APC  Allophycocianin（アロフィコシアニン） 
ATP Adenosine Triphosphate（アデノシン三リン酸） 
 
BFU-E Burst forming unit-erythroi（赤芽球バースト形成細胞） 
BLVRA Biliverdin reductase A（ビリベルジン還元酵素 A） 
BSA Bovine serum albumin（ウシ血清アルブミン） 
BrdU Bromodeoxyuridine（臭素化デオキシウリジン） 
 
CD Cluster of differentiation（表面抗原分類） 
cDNA Complementary DNA（相補的 DNA） 




DAPI 4',6-Diamidino-2-phenylindole, dihydrochloride 
DNA Deoxyribonucleic acid（デオキシリボ核酸） 
DPBS Dulbecco's Phosphate-Buffered Salines 
 （ダルベッコリン酸バッファー） 
 
EDTA-Na  Sodium ethylenediamine tetra-aceteic acid 
 （エチレンジアミン四酢酸ナトリウム） 
EPO Erythropoietin（エリスロポエチン） 
EPOR Erythropoietin receptor（エリスロポエチン受容体） 
 
FCS Fetal bovine serum（ウシ胎児血清） 
FITC Fluorescein isothiocyana 
 （フルオレセインイソチオシアネート） 
 
G-CSF Granulocyte colony stimulating factor 
 （顆粒球コロニー刺激因子） 
GFP Green fluorescent protein（緑色蛍光蛋白質） 









HE Hematoxylin and eosin stain（ヘマトキシリン・エオジン染色） 
HIF Hypoxia inducible factor（低酸素誘導因子） 
HGB Hemoglobin（ヘモグロビン） 
HMOX1 Heme oxygenase 1（ヘム分解酵素 1） 
HPRT1 Hypoxanthine phosphoribosyltransferase 1 
HRE Hypoxia response element（低酸素応答領域） 
HRP Horseradish peroxidase 
 （ホースラディッシュペルオキシダーゼ） 
 
IGF-1 Insulin-like growth factor 1（インスリン様成長因子 1） 
IL Interleukin（インンターロイキン） 
 
LDHA Lactate dehydrogenase A（乳酸脱水素酵素 A） 
 
MCH Mean corpuscular hemoglobin（平均赤血球色素量） 
MCHC Mean corpuscular hemoglobin concentration 
 （平均赤血球色素濃度） 
M-CSF Macrophage colony stimulating factor 
 （マクロファージコロニー刺激因子） 
MCV Mean cell volume（平均赤血球容積） 
mRNA messenger RNA（伝令 RNA） 
 
NBRP National bioresource project  
 （ナショナルバイオリソースプロジェクト） 
NGS Normal goat serum（標準ヤギ血清） 
 
PHZ Phenylhydrazine（フェニルヒドラジン） 
PGK1 Phosphoglycerate kinase 1（ホスホグリセリン酸キナーゼ 1） 
 
qRT-PCR Quantitative reverse transcription polymerase chain 
reaction（定量的逆転写ポリメラーゼ連鎖反応） 




RPI Peticulocyte production index （網状赤血球産生指数） 
RPL13A Ribosomal protein L13a 
 
SCF Stem cell factor（幹細胞因子） 




TBS Tris-Buffered Saline（トリス緩衝生理食塩水） 
TPO Thrombopoietin（スロンボポエチン） 
TR Thyroid hormone receptor（甲状腺ホルモン受容体） 
 
VEGF Vascular endothelial growth factor 
 （血管内皮細胞増殖因子） 
VHL Von Hippel-Lindau tumor suppressor protein 
 （フォンヒッペル・リンダウ腫瘍抑制タンパク質） 
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図 1-1 哺乳類の血球分化系譜と造血因子 










グとロミプロスチムが開発され， 2010 年と 2011 年にそれぞれ我が国において
承認され，難治性慢性特発性血小板減少性紫斑病などの血小板減少症にお





in vitro コロニーアッセイ法である。1966 年に，オーストラリア(Bradley and 







ワ ー ク シ ョ ッ プ (Workshop and Conference on Human Leucocyte 
Differentiation Antigens)がパリで開催され，ヒト造血細胞に対するモノクロー








1984年に Visser らが報告した(Visser et al., 1984)。その後，より高純度な造
血幹細胞を分取法確立に関する研究が国内外で進んだ。現在では，マウスに
おいて CD34 陰性，c-kit 陽性，Sca-1 陽性，各種分化抗原（Lineage）マーカ
ー陰性（CD34-KSL）に，最も未分化な造血幹細胞が存在することが判明して
いる(Osawa et al., 1996)。さらに近年，CD34-KSL画分を CD150の発現強
度の違いにより，造血幹細胞集団の中でさらに自己複製能や，造血幹細胞移
植後の造血再構築能などが異なる集団を分離することが可能となっており，造




赤血球造血は赤血球造血因子 EPO により制御されている(総説 Krantz, 
1991)。ヒト EPO は分子量約 6 万の糖蛋白ホルモンであり，成長ホルモンやプ
ロラクチンなどと伴に I 型サイトカインファミリーに属する。ヒト EPO は主に腎臓
で産生・分泌され，骨髄中に存在する EPO受容体（EPO receptor; EPOR）を
発現する赤血球前駆細胞に作用する(Dame et al., 1998)。もっとも未熟な赤
血球系譜の細胞は赤芽球バースト形成細胞（burst forming unit-erythroid, 
BFU-E ） で あ り ， 後 に赤芽球 コ ロ ニー形成細胞 （ colony forming 
unit-erythroid, CFU-E），次いで前赤芽球へと分化する。これら赤血球前駆












図 1-2 ヒトにおける赤血球造血と赤血球代謝の概要図 
骨髄中に存在する赤血球前駆細胞は，EPOR 受容体を発現しており，腎臓から









(Socolovsky et al., 2001)。 
ヒト体内では約 20 兆個の赤血球が絶えず循環しているが，その内 1 日に約
2000 億個が造られ，同時に約 2000 億個が破壊されている。赤血球には寿命








因子群（Hypoxia inducible factors: HIFs）が中心的役割を担う。HIF-1αは
通常の酸素分圧化では，プロリン水酸化酵素により HIF-1α のプロリンが水酸
図 1-3 肝臓での HIFによる EPO遺伝子の転写調節制御 
低酸素下で，安定化したHIF-1αはHIF-1βとヘテロ二量体を形成し，EPO遺伝子下流









遺伝子の近傍 3’下流には低酸素応答領域（Hypoxia response element, 
HRE）と呼ばれるエンハンサー領域が存在し，HIFs が結合することで，EPO
遺伝子の転写を促進する（図 1-2）(総説Wang and Semenza, 1995; Bunn et 
al., 1998)。しかし，上述の知見は肝臓由来の細胞株で研究されてものであり，
腎臓における EPO 遺伝子発現制御機構ならびに腎臓 EPO 産生細胞の同定
には至っていなかった。近年，トランスジョニックマウスを用いた研究により腎臓
EPO 産生細胞が同定された。EPO 遺伝子の翻訳領域に緑色蛍光蛋白質
（green fluorescent protein, GFP）を組込んだ遺伝子ベクターを取り込ませた
マウスの解析によって，腎臓 EPO 産生細胞は神経性の間質細胞であることが
明らかとなった(Obara et al., 2008)。また興味深いことに，EPO遺伝子 3’エン
ハンサー領域の HRE を欠失させたマウスでは，肝臓での EPO遺伝子発現は
誘導できないが，腎臓での EPO 遺伝子発現は誘導できることを見出した













































































EPO遺伝子の同定が，ほぼ同時期に 2つのグループから報告された(Chu et 








EPOおよび EPORが同定された(Aizawa et al., 2005; Nogawa-Kosaka et 
al., 2010)。成体ツメガエルの赤血球造血巣は肝臓であり，主なEPO産生臓器
は肺，ついで肝臓である。また哺乳類EPOの in vivo活性発揮にはN-結合型
糖鎖の存在が重要であるが，ツメガエル EPO には N-結合型糖鎖が存在せず，
ツメガエル EPO の血中半減期は極めて短いものであると予想される。EPO 主
要産生臓器が肝臓であり，赤血球前駆細胞も肝臓に存在することから，EPOに
よる赤血球造血は肝臓内の傍分泌によって制御されるという仮説を提唱するに





図 1-4 アフリカツメガエル肝臓における赤血球産生 
アフリカツメガエルの成体では，赤血球造血因子EPOは肝臓の肝実質細胞で発現する。
また肝臓にEPOR発現赤血球前駆細胞が存在する。よってEPO-EPOR系による赤血球










っていることが報告されている(Avery et al., 2004)。加えてニワトリでは，好中
球は強い好酸性を示し，異好性白血球（偽好酸球）と呼ばれている
























































































Cline とWaldmannは，ヒョウガエル（Rana pipiens）を 5°Cの環境下に曝露
すると，HCT値が減少することを見出した(Cline and Waldmann, 1962)。ま
た鉄同位体 Fe59を用いた解析では，低温飼育群の循環赤血球数の Fe59の取
り込みが，常温飼育群と比較し減少することを見出し，赤血球造血機能の低下











数が低下することが報告されている (Weiss and Wislocki, 1956)。さらに





















ている(Kulkeaw et al., 2010)。一方，内温動物のラット（Rattus norvegicus）
を 5°C の低温環境化に順化させると，循環赤血球数は増加し，白血球数と血
小板数は減少する(Deveci et al., 2001)。5°Cで短日処理し，冬眠を誘導した
ハムスター（Mesocricetus auratus）では循環血小板数が減少するが，赤血球






(Sadikali and Owor, 1974; O'Brien et al., 1982; Daly and Rosenfarb, 



















































































成体の雄のツメガエル（体重 30-40 g）を，Aquatic Animal Supply（埼玉
県三郷市）より購入し，実験開始まで 22°C（常温）の水温化で飼育した。低温







50-100 μL 採取した。また採取した血液は EDTA-2Na 溶液と混和させた。血
算は Shawの希釈液(Hadji-Azimi et al., 1987)で適宜希釈し，血球計算版を
用いて，赤血球，白血球，栓球数を測定した。ヘモグロビン量は自動血球計算
機（Sysmex, F-820）を用いて測定した。また血液を充填したヘマクリット管を



















ツメガエルを 5日間 5°Cで飼育し，その後再び 22°Cに戻した。この間，血
液を経時的に採取し，血算の結果を図 2-2 に示した。循環赤血球数は低温曝




栓球数は，低温飼育 3 日および 5 日後に，初期値の約 20%にまで減少した。
その後，22°Cに戻すと，9日目には初期値にまで回復した。 
さらに低温曝露後の赤血球恒数の変動を表 2-1 に示した。低温曝露後 5
日目に RBCの減少と伴に，HGB とHCTの有意な低下が見られた。また常温











した。赤血球 (A), 白血球 (B) 栓球 (C). *0日目と比較しp < 0.05，**0日目と比較しp 











（図 2-3）。その結果，常温飼育群では 75.3 (μL/g B.W.)に対し，低温飼育群で







*0日目と比較しp < 0.05，**0日目と比較しp < 0.01，#5日目と比較しp < 0.05をそれぞ
れ示す（原出典：Maekawa et al., J Exp Biol, 2012）。 




























ある。ヒトの赤血球寿命は約 120日であり(Finch et al., 1949)，全循環赤血球
数 20兆個の内，1日に約 2000億の赤血球が造られ，同時に約 2000億個の
赤血球が破壊される。その他いくつかの動物について赤血球寿命は報告され
ている。マウスは 40日(Van Putten, 1958)，ウサギは 55日(Suzuki and Dale, 
1987)，ニワトリは 30 日(Rodnan et al., 1957)，ヒョウガエルは 200 日(Cline 







    
    
    
    
    
    
    
 










Hmox1や BlvraのmRNA発現量の増大が報告されている(Knutson et al., 
2003)。加えて Scavenger receptor class B, type I 遺伝子欠損マウスにおい
ては，赤血球寿命低下に伴い，正常マウスと比較して赤血球代謝速度が亢進
するが，肝臓や脾臓での Hmox1 や Blvra の mRNA 発現量が増加している
(Meurs et al., 2005)。またツメガエル肝臓および脾臓において，赤血球が貪
食を受けた赤血球の様子が観察されている(Chegini et al., 1979)。これら知見
を踏まえ，低温曝露後ツメガエルの急性的な赤血球減少は，赤血球破壊亢進
が一因であるかを検証するため，赤血球代謝に関わる酵素群の遺伝子発現量






















3-2-2. in vivo ランダムビオチン標識法による赤血球寿命の測定 
蛋白質ビオチン化剤 Sulfo-NHS-LC-Biotin (PIERCE) を用いて，循環
赤血球数を標識した。100 µLの活性化ビオチン溶液（5 mg/mL）をツメガエル
に計 4回心投与した（計 2 mg /個体）。投与後週に一度，心穿刺により血液を
20-30 μL採取した。採取血液の内 1 µL を 500 µLの 2% ウシ胎仔血清（Fet 
al calf serum; FCS）含有 7/9×ダルベッコ改変リン酸緩衝液（diluted 
Dulbecco’s modified phosphate buffered saline; dDPBS）に加えて，転倒
懸濁し，遠心分離（300 g，5分間）することで洗浄した。これを 3回繰り返し，血
漿成分を除いた。遠心分離後，20 µg/mLに調整したアロフィコシアニン標識ス
トレプトアビジン（ streptavidin-allophycocianin (APC) conjugates, BD 
pharmingen）によって 1時間，4°C，遮光下で反応させた。反応後 500 µLの
2% FCS含有 dDPBSを加え，遠心分離（300 g，5分間）することで洗浄した。
これを 3回繰り返し，未反応 APC標識ストレプトアビジンを除いた。沈殿した血









小坂らの報告に基づいて行った(Nogawa-Kosaka et al., 2010)。低温曝
露 0, 12 および 24 時間後のツメガエルから肝臓および脾臓を採取し，TRIzol 
（Invitrogen）によって RNA を抽出した。1 µg の全 RNA を Revetra Ace
（TOYOBO）を用いた逆転写反応により cDNAを合成した。各 cDNAについて
リアルタイム定量的 PCR法を Step One Plus (Applied Biosystems)により行
った。rpl13a を内部標準として hmox1および blvraの発現量を相対定量した。
各遺伝子を検出するのに用いたプライマー配列は表 3-2のとおりである。 
 











3-2-4. Perls’ prussian blue染色法による臓器内フェリチン鉄の検出 
低温曝露後 0 および 24 時間後のツメガエルから肝臓と脾臓を採取し，5 




して切片を 5% フェロシアンカリウム（和光純薬）と 5% 塩酸（和光純薬）混合液
に5分間浸すことで，フェリチン鉄を検出し，光学顕微鏡（BX51; オリンパス）で
観察した。 











日（±12 日）と決定した。また成体ツメガエル（40 g）の全循環赤血球数は約 40
億個であり，これを赤血球寿命 220 日で除すことで，1 日に造られる赤血球数
および 1 日に壊される赤血球数は 2 千万個（0.45%）であると算定した。この値
はヒト（2000 億個）やマウス（1 億個）と比較して，かなり低い値であり，ツメガエ
ル赤血球代謝回転速度は哺乳類と比較して遅いことが明らかとなった。 
図 3-2  in vivo ビオチン化法によるツメガエルの赤血球寿命測定 
ツメガエルにEZ-Link Sulfo-NHS-LC-Biotin溶液を心投与した。週に一度血液を採取
し，streptavidin-APCによりビオチン化血球の割合をフローサイトメトリーにて検出した。 





低温曝露後ツメガエルの肝臓における hmox1 の mRNA 発現量は 12 時







図 3-3  低温曝露後の hmox1 と blvraの発現量変動 
肝臓（左）では，hmox1の発現量が低温曝露後0.5日目に上昇，blvraは1日目に上昇し
た。また脾臓（右）においては低温曝露後1日目に，hmox1とblvraの発現量増大が見ら
れた。*0 hと比較しp < 0.05，**0 hと比較して時のp < 0.01をそれぞれ示す（原出典：

















図 3-4 Perls’ prussian blue染色法による組織フェリチン鉄の検出 
肝臓（上）では，低温曝露一日目の肝臓において，フェリチン鉄の増加が見られた。脾臓
においては，低温曝露前後で顕著な違いは観察されなかった。矢頭は色素含有細胞を








(Van Putten, 1958)，ウサギの 55日(Suzuki and Dale, 1987)，ニワトリの 30
日(Rodnan et al., 1957)と比較して，非常に長い。一方，ヒョウガエルは 200日




低温曝露後 1 日で赤血球数は約 30%が減少する。この値は定常時ツメガ
エルの 1 日に代謝される赤血球の割合 0.45%と比較して高いものである。した
がって，低温曝露後に赤血球代謝が亢進したと考えた。実際に肝臓での
hmox1や blvraの遺伝子発現量は低温曝露後に増加しており（図 3-2），分解
産物である鉄の増大も確認された（図 3-3）。よって我々は，低温曝露後 1 日で





した。脾臓においても hmox1 や blvra の mRNA 発現量増大が確認され，赤
血球破壊亢進が促進していると考えられる。しかしながら，脾臓の組織重量は

















ては赤血球造血能の低下が示唆されている(Cline and Waldmann, 1962; 
Kulkeaw et al., 2010)。成体ツメガエルにおける赤血球造血については，当
研究室で解析が進んでおり，赤血球造血因子 EPO とその受容体（EPOR）を
中心とした解析から，肺や肝臓で発現する EPO が肝臓内に存在する EPOR
発現赤血球前駆細胞に作用することで，赤血球造血が行われる(Aizawa et 

















BrdU; WAKO) を dDPBS に溶解し，腹腔内投与した(150mg/kg body weight)。 
 
4-2-2. qRT-PCR法による造血因子遺伝子発現の定量解析 
低温曝露 0, 1, 3 および 5 日後のツメガエルから肝臓および肺を採取し，


































さ 5 µm の薄切片を作製した。切片はキシレンによる脱パラフィンおよびエタノ
ール系列によって再水和させた。次に切片を，0.01M クエン酸緩衝液（pH 6.0）
に浸し，電子レンジで 10 分間加熱し，DNA 鎖を変性させた。5%NGS で 60
分の反応により非特異結合を阻害したのち，マウス抗 BrdU抗体（Dako）により
4°Cで終夜反応させた。この後，各反応の間は dTBSで 5分間の洗浄を 3回
繰り返し行った。洗浄後，0.5%NGSで希釈したヤギ抗マウス IgG抗体‐ビオチ
ン複合体を90分反応させた。続いて，0.5%NGSで希釈したStreptavin HRP 









したヤギ抗マウス IgG 抗体‐ビオチン複合体を 90 分反応させた。続いて
0.5%NGSで希釈した Streptavin Alexa488 conjugated (Invitrogen) を 60
分反応させた。最後に DAPI（Dojindo Laboratories）で核染色し，蛍光顕微












また赤血球前駆細胞で高発現する epor や gata-1a の遺伝子発現量も肝
臓で増加傾向を示し，それぞれ低温曝露後 1 日目，3 日目に極大値を示した
（図 4-2）。これら遺伝子発現量の増大は，低温曝露後の epo の発現量上昇に
起因すると考えられる。また肝臓内の赤血球の分布を，ヘモグロビンを染色す
る o-dianisidine染色により観察した。低温曝露後 1日目には赤血球数が低温
曝露前と比較し，減少していた。その後，3 および 5 日目と赤血球数の増加が
確認された。特に5日目には，正常時と比較し多数の成熟赤血球が存在してい
いた（図 4-3）。当初の予想に反し，低温曝露後に epo mRNA発現量増加に伴
う，肝臓での赤血球造血能が亢進していることが明らかとなった。しかしこの間，
図 4-1  低温曝露後の epoの発現量変動 
肺（左）では、低温曝露後1日目に顕著な発現量増大が見られた。また肝臓（右）におい
ても増加傾向が見られた。*0日目と比較しp < 0.05を示す（原出典：Maekawa et al., J 











図 4-2  低温曝露後肝臓での赤血球前駆細胞特異的に発現する遺伝子の発現量変動 
eporおよびgata-1aの肝臓における発現量は，一過的に増加する傾向が見られた。これ
ら発現量の増大は，epoの発現・分泌量増加に起因するものであると考えられる（原出典：
Maekawa et al., J Exp Biol, 2012）。 





日目（低温曝露から7日目）には，赤血球数が減少した（原出典：Maekawa et al., J 










(Aizawa et al., 2005)。なお貧血からの回復期には，循環血中に赤芽球が多
数放出される。この貧血回復期に低温曝露することにより，循環赤血球数の回
復や赤芽球の放出が抑制されると仮説を立てた。さらに肝臓では新生赤血球






















与後 8 日目と 12 日目に計数したところ，低温飼育群では赤芽球がほとんど観
察されなかった（図 4-5 ） 。またこの時の肝臓の組織切片を作製し，
o-dianisidine染色により，赤血球の分布を観察したところ，PHZ投与後8日目
（低温曝露後 1日目）では赤血球がほとんど観察されなかったが，PHZ投与後
12日目（低温曝露後 5日目）には多数の赤血球が存在していた（図 4-6）。 
 
 




温曝露群では赤芽球数が有意に減少していた。（n=3, *p < .05 vs 常温飼育群, **p < .01 






































図 4-7 BrdU を用いた in vivo細胞分化増殖試験の概略図 























当初，ヒョウガエルやゼブラフィッシュにおける先行研究 (Cline and 










の分化・増殖は，低温環境の影響を受けないことを示す。PHZ 投与後 16 日目
以降に低温飼育群は 6匹すべての個体が死亡した。これは低温曝露と貧血，2
つの状態が重なり，個体にとって重篤となったためであると考えられる。 
























的高い値を示すことが報告されている(Barton et al., 2000)。 
もう一つの可能性として，5 日間の低温飼育から再び常温飼育に戻すと，循




球細胞を EPO 添加半固形培地にて 2 日間培養することで，CFU-E コロニー










図 4-9 ヒトの鉄体内動態 
体内の鉄の総量は成人男子で約5 gであり，その内3.25 g (65%)は赤血球に含まれるヘモ






























C67BL/6 マウス雄（6-7 週齢：日本クレア）を実験開始まで 22°C（常温）で 1













100 ng/mLに調整したチアゾールオレンジ溶液（シグマアルドリッチ；2 mM 
















































*0日目と比較しp < 0.05，**0日目と比較しp < 0.01（原出典：Maekawa et al., J Exp Biol）。 






















さ 5 µm の薄切片を作製した。切片はキシレンによる脱パラフィンおよびエタノ
ール系列によって再水和させた。次に 5%NGSで 60分の反応により非特異結
合を阻害したのち，ラット抗 Ter119-ビオチン複合体（BD Pharmingen）により
4°C で終夜反応させた。TBS による洗浄後，  0.5%NGS で希釈した








脾臓および骨髄からそれぞれ細胞を 2% FCS，2mM EDTA含有 DPBSで
懸濁した。その後，1 µg/mL に調整した Ter119 抗体ビオチン複合体（BD 
Pharmingen）と CD71抗体 FITC複合体（Biolegend, CA, USA）で 20分，
4°C，遮光下で反応後，続けてアロフィコシアニン標識ストレプトアビジン（BD 
pharmingen）によって 20 分，4°C，遮光下で反応させた。反応後 500 µL の
2% FCS 含有 DPBS を加え，遠心分離（300 g，5 分間）することで洗浄した。
洗浄後，フローサイトメーターFC500-MPL（Beckman coulter）で各赤芽球の
分化段階を計数した。なお赤芽球分画にあたっては，らの報告を基におこなっ
た(Socolovsky et al., 2001)。 
 
6-2-4. 赤芽球コロニーアッセイ法による CFU-E数の計数 
脾臓および骨髄由来の細胞を溶血剤（red blood cell lysing buffer; シグマ
アルドリッチ）処理し，赤血球を除去した。有核血球細胞を， 0.9% メチルセル
ロース (信越化学), Bio-Rex MSZ 501(D) Resin (Bio-Rad)にて脱イオン処理
した 1% BSA (和光純薬)，20% FCS (シグマアルドリッチ), 1 × 10-4 M 2-メルカ
プトエタノール, 1 U/mL ヒト組換え EPO (Epoetin alfa; 協和発酵キリン)含有
α-MEM (Gibco, Invitrogen)に懸濁した。本懸濁液を 35 mmプレートに播種







6-2-5. Epoおよび低酸素応答因子の qRT-PCR解析 
低温曝露 0~5日目のマウスから腎臓を採取し，TRIzol （Invitrogen）によっ
て RNAを抽出した。1 µgの全 RNA を Revetra Ace（TOYOBO）を用いた逆
転写反応により cDNAを合成した。各 cDNAについてリアルタイム定量的PCR




































察される(Hara and Ogawa, 1977; Kam et al., 1999)。そこでまず，低温曝露
後マウス脾臓の形態を観察することとした。低温曝露後の5日目の脾臓は，0日
目と比較し脾腫を呈していた（図 6-1）。また体重あたりの脾臓重量を測定した









図 6-1 低温曝露マウス脾臓の形態 
低温曝露後5日目のマウス脾臓は曝露前と比較し，肥大していた。また組織重量を測定し
た結果，低温曝露5日目の脾臓は，初期値の約2倍程度まで増加していた。その後，脾臓
重量は徐々に低下し，14日目には初期値と同意程度となった。*0日目と比較しp < 0.05 











図 6-2 低温曝露マウス脾臓の組織切片像 
低温曝露後5日目のマウス脾臓の組織切片像。上はHE染色，下は赤血球系細胞認識抗
体Ter119による免疫染色像。低温曝露後5日目の脾臓は，0日目と比較してTer119抗体













胞を，最も未熟な赤芽球である前赤芽球（CD71 強陽性, Ter119 弱陽性）から
図 6-3 低温曝露マウス脾臓中の赤血球系細胞の分布 
低温曝露後5日目のマウス脾臓におけるTer119陽性赤血球系細胞数の変動低温曝露後5
日目の脾臓中の赤血球系細胞数が，初期値と比較し約2倍に増加した。その後は徐々に
















図 6-4 フローサイトメトリー法による造血巣中の赤芽球系細胞分画 
Ter119とCD71抗体による蛍光二重染色とフローサイトメトリー解析により，赤芽球を四つの
分化段階に分離できる。I, 前赤芽球； II, 好塩基性赤芽球； III，多染性赤芽球； IV，
















図 6-5 低温曝露マウス造血巣中の各赤芽球数の分布変動 
低温曝露後のマウス脾臓と骨髄における各分化段階の赤芽球数の分布。I, 前赤芽球； 
II, 好塩基性赤芽球； III，多染性赤芽球； IV，正染性赤芽球（原出典：Maekawa et 












6-3-4. 低温曝露後の EPOおよび低酸素応答遺伝子発現量の測定 
これまでの解析により，低温曝露により造血巣中の赤血球前駆細胞数が増
加していた。次に，腎臓での赤血球造血因子 EPO の遺伝子発現量を
qRT-PCR 法により解析した。その結果，低温曝露後 1 日目に増加傾向を示し，
図 6-6 低温曝露マウス造血巣中の CFU-E数の変動 
低温曝露後のマウス脾臓と骨髄におけるCFU-E数の変動をin vitroコロニー形成法により




さらに 4日目には初期値の約 20 倍程度の極大値となった（図 6-6）。また HIF
による低酸素応答性の転写制御を受ける遺伝子は EPO 以外にも多数報告さ
れている(Semenza, 2001)。そこで腎臓中での，EPO以外のHIF応答遺伝子























(Markoe et al., 1973)。よって，造血ストレス時の赤血球数増加においては，
脾臓血が担うということが示された。低温曝露でも同様に，脾臓における一過的
な赤血球造血亢進が見られたため，低温曝露 14 日目までの循環赤血球数上
図 6-8 低温曝露後腎臓での HIF応答遺伝子の発現解析 
低温曝露前（Ctrl）と低温曝露後4日目（LT）の腎臓におけるHIF応答遺伝子の発現量を
解析した。いずれの遺伝子においても，低温曝露による発現量増大を示した。低温曝露前
と比較した統計値は以下の通り，Glut1, p = 0.15; Ldha, p = 0.04; Pgk1, p = 0.05; Vegf, 





















HIFの転写活性が促進される(Rissanen et al., 2006)。一方，低体温マウスで























50 年前，Cline と Waldmann によって，ヒョウガエルを用いた研究から低温
環境に応答した循環赤血球数の変動および赤血球造血制御の存在が示され




































































接着相互作用に関わる因子として，Erythroblast macrophage protein 
(Hanspal and Hanspal, 1994)，インテグリン α4β1/VCAM-1(Sadahira et al., 














































































っている(Golde et al., 1977; Dainiak et al., 1978)。また臍帯血由来血球細
胞を出発材料とした in vitro での赤血球生産の過程において，甲状腺ホルモ
ン（T3; 3,5,3-triiodothyronine）添加により，赤血球の最終分化を高効率で誘
導可能であることが報告されている(Leberbauer et al., 2005)。また in vivo投
与実験では，赤血球造血亢進に伴う，循環赤血球数の増加が報告されている
(Sullivan and McDonald, 1992)。甲状腺ホルモンのレセプター（TRα）遺伝























かにしている(Sawada et al., 1989)。その後，インスリンと IGF-1がそれぞれの
受容体どちらにも結合し，赤血球前駆細胞の分化・増殖を促進していることが
確認された(Miyagawa et al., 2000)。現在では，赤芽球コロニーアッセイなら
びに in vitroでの赤血球分化誘導において，インスリンまたは IGF-1含有培地
が利用されている。in vivo作用については，IGF-1の赤血球造血亢進作用が
いくつか報告されている。出生直後のラットに IGF-1 を投与することにより，骨
髄での赤血球造血が亢進する(Philipps et al., 1988)。この時，血中 EPO濃
度も増加するが，赤血球造血亢進よりも後に起こることがわかっている。また下
垂体除去ラットに IGF-1を投与することで，赤血球造血が亢進することが明らか












の関与が示唆されている(Simonsen et al., 1992; Simonsen et al., 1993)。ま
たエピネフリンと赤血球造血の接点は古くから知られている。ラスターウイルス
性マウス赤白血病細胞株 R-19A は，機能的な β-エピネフリン受容体を発現し
ており，その受容体数は EPO 依存的に増加することが報告されている
(Sytkowski and Kessler, 1984)。またエピネフリンおよびノルエピネフリンは，
ヒトの in vitro赤芽球コロニー形成能を促進する作用があることが報告されてい
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